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背景・⽬的 
消化管は⾷物の消化、栄養の吸収に必須の臓器である。正常な蠕動の制御や⾎流量の調節は正常な消化
管機能に不可⽋である。外部神経の⽀配に加え、消化管は腸管神経系と呼ばれる固有の神経回路を備え
ている。腸管神経系には１億個の神経細胞があり、15 を超える機能サブタイプがある。消化管は中枢神
経から独⽴して機能できるため、腸管神経系は「第 2 の脳」とも⾔われている。 
ヒト、マウス共に腸管神経は迷⾛神経堤細胞から発⽣する。胎児発⽣中、神経堤由来の腸管神経前駆細
胞は肛⾨側に移動し、消化管に定着する。この遊⾛過程の障害の結果起こる疾患として Hirschsprung 病
が知られている。Hirschsprung 病は肛⾨から連続する無神経節腸管によって蠕動障害および腸の機能的
閉塞を引き起こすことが知られている。その⼀⽅で、腸の神経過形成を呈する腸管神経形成異常症
(intestinal neuronal dysplasia: IND)はあまり注⽬されていない。 
腸管神経形成異常症は Hirschsprung 病と類似の蠕動不全による機能性腸閉塞の結果巨⼤結腸を起こす疾
患である。我々が作成した Ncx-/-マウスは巨⼤結腸と腸管形成の過形成を呈し、IND 様の病理組織像を
呈するマウスである。Ncx はホメオボックスを含む転写因⼦であるが、その標的分⼦は不明であり、腸
管神経細胞数が増加する詳細な分⼦機構も不明である。 
本研究の⽬的は Ncxの下流の転写ネットワークを調べることにより、Ncxの⽣物学的機能と腸ニューロ
ン数の調節に関与する複雑なメカニズムを解明することである。 
 
⽅法 
まず 1週齢のWT及び Ncx-/-マウスの結腸から RNAを抽出し、micro array解析による Ncx 標的候補分
⼦の探索を⾏った。同定された候補遺伝⼦について、腸管における mRNA 発現を RT-qPCR で定量し、
免疫組織染⾊で局在及び発現量を観察した。次に Ncx が標的候補分⼦を制御しているかを調べるため、
Ncx を内因性に発現しているヒト神経芽細胞腫株 SH-SY5Y 細胞を⽤いて NCX のノックダウンを⾏い、
候補遺伝⼦の発現を解析した。また、NCXの発現はレチノイン酸（RA）刺激によって誘導されるため、
RA刺激後の標的候補遺伝⼦発現に対する NCX ノックダウンの影響を調べた。さらに候補遺伝⼦のプロ
モーター領域の解析を⾏い、その転写活性への Ncxの影響を検討した。 
次に腸管神経の増殖・分化を評価するため、初代培養の系を確⽴した。培養した腸管神経の神経節様構
造及び内部の神経細胞数を WT と Ncx-/-で⽐較した。また、Sholl 解析を⽤いて神経分岐の複雑さを、
SynapsinⅠの免疫染⾊を⽤いてシナプス形成を評価した。さらに EdU (ethynyldeoxyuridine)を⽤いて神
経細胞の増殖能を、Cleaved-caspase3の免疫染⾊を⾏い、アポトーシスを評価した。 
 
結果 
RNA micro array解析により、神経系に重要な役割を果たしている遺伝⼦の中で、最も有意に Ncx-/-で発
現が上昇していた分⼦として Ecel1 を同定した。結腸サンプルの RT-qPCR で Ecel1 の発現上昇が確認
された。また、蛍光免疫組織染⾊により Ecel1 は筋層間神経叢でシグナルが検出され、かつ WT マウス
よりも Ncx-/-マウスで Ecel1 の蛍光強度が⾼かった。これらの結果は、Ecel1 が腸管神経で発現し、Ncx-/-
で発現上昇していることを⽰している。 
SH-SY5Y神経芽腫細胞株を⽤いて NCXのノックダウンを⾏うと、ECEL1 の mRNA発現が約 3 倍に増
加した。RA刺激を⾏うと、NCXをノックダウンした細胞では ECEL1 発現は RA刺激前に⾼く、RA刺
激後 24 時間で増加した。⼀⽅、コントロールの細胞では、RA 刺激後に ECEL1 発現の増加を⽰さなか
った。これらの結果は、NCXが RA刺激下において ECEL1 の発現を抑制することを⽰唆している。 
そこでマウスおよびヒトの Ecel1 のプロモーター領域で Ncx コンセンサス結合配列を検索したところ、
共に転写開始部位の近傍に Ncx コンセンサス結合配列を同定した。Ecel1 プロモーター領域のレポータ
ージーンコンストラクトを、Ncx 結合配列に変異を⼊れたもの（Mutation）、⼊れないもの（WT）をそ
れぞれ作成した。SH-SY5Y 細胞を⽤いて両者のルシフェラーゼアッセイを⾏ったところ、Mutation は
WT と⽐較して、ルシフェラーゼ活性が⼤幅に増加した。この結果は、Ncx が神経細胞における Ecel1
の発現を負に調節することを⽰唆している。 
Ecel1 はシナプス形成と神経保護に関与しているため、腸管神経を初代培養し、分化、増殖、細胞死を評
価した。腸管神経初代培養において、Ncx-/-細胞では、WTよりも多くの神経節様構造がみられた。さら
に各神経節様構造はWTよりも Ncx-/-でより多くの神経細胞を含んでいた。Sholl解析での神経分岐の複
雑さは、WTと Ncx-/-の間に違いは⾒られなかった。SynapsinⅠの染⾊で評価した神経細胞 1つあたりの
シナプスの形成数は、WTよりも Ncx-/-で有意に低かった。 
初代培養された Ncx-/-の腸管神経は、WTよりも多数かつ⼤きな神経節様構造を形成するため、培養神経
の増殖能と細胞死を評価した。EdU を培養 2 ⽇⽬または 4 ⽇⽬に培養液に加え、それぞれ 24 時間後に
EdU陽性神経細胞の割合を測定することにより神経細胞増殖を評価した（EdU + HuCD +細胞/ HuCD 
+細胞）が、Ncx-/-と WT の間に有意差は観察されなかった。同様に培養 3 ⽇⽬または 5 ⽇⽬に
cleaved-caspase3免疫染⾊を⾏い、cleaved-caspase3陽性神経細胞の割合を測定することにより神経細胞
死を評価した（cleaved-caspase3+ HuCD +細胞/ HuCD +細胞）。3 ⽇⽬では有意な両者で有意な差はみ
られなかったが、5⽇⽬ではWTよりも Ncx-/-で cleaved-caspase3+ HuCD +細胞の割合が低下しており、
神経細胞のアポトーシスが抑制されていることがわかった。 
 
考察 
Ecel1 はエンドセリン変換酵素（ECE）ファミリーに属する膜結合メタロプロテアーゼである。神経損傷
時に著明な発現上昇を⽰し、「damage-induced neuronal endopeptidase」（DINE）とも呼ばれる。E18の
ラットにおいて腸管神経系での発現が検出されているが、Ecel1 の基質は未だ特定されておらず、腸管神
経系での Ecel1 の役割は調査されていない。 
Ecel1 は、神経細胞死からの保護、末梢の運動神経の分岐形成、神経筋接合部の形成といった機能が報告
されている。 
Ecel1 を過剰発現させた PC12 細胞(神経様細胞)は、神経成⻑因⼦(NGF)の除去により誘導される細胞死
に抵抗性を⽰したこと、さらに Ecel1 を強制発現させた COS-7細胞(腎臓細胞)は、セラミド誘導性のア
ポトーシスに抵抗性を⽰したことが報告されている。本研究では腸管神経初代培養において、Ncx-/-では、
WT よりも多くの、かつ⼤きな神経節様構造を形成し、細胞死の抑制を⽰した。このことから、Ncx ノ
ックアウトにより Ecel1 が過剰発現することで、正常な腸管神経細胞死が妨げられ、腸管神経過形成を
引き起こす可能性が考えられた。さらに、NCX をノックダウンした SH-SY5Y 細胞において、神経分化
を誘導する RA 刺激によって ECEL1 発現が誘導された。これらの知⾒は、発⽣中の腸管神経において
Ncx が Ecel1 の発現を抑制し、適切な神経細胞死と正常な神経ネットワークの形成に関与することを⽰
唆している。 
また、Ecel1ノックアウトマウスは、神経の最終的な分岐が減少し、神経筋接合部の形成が損なわれ、横
隔膜の機能不全から呼吸不全を起こし出⽣直後に死亡する。本研究では、Ncx-/-腸管神経初代培養ではシ
ナプス形成数が減少していることを⽰した。このことから、Ecel1 の過剰発現が異常なシナプス形成をも
たらし、Ncx-/-マウスに腸管機能不全を起こしている可能性が考えられる。 
 
結論 
Ncxは Ecel1 発現を抑制し、腸管神経の数とこれらの細胞間のシナプスの形成を調節する可能性がある。 
